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; (54) Title: FLUORESCENT MAGNETIC NANOPARTICLES 



^ (54) Titre : NANOPARTICULES MAGNETIQUES FLUORESCENTES 

T (57) Abstract: The invention relates to particles having an average diameter of between 50 and 1000 nm, preferably between 100 
^Tj and 500 nm, comprising an organic and/or inorganic nanosphere containing uniformly-distributed magnetisable inorganic nanopar- 

tides- The inventive particles are characterised in that fluorescent narioparticles comprising a polymer matrix containing distributed 
<-~-» fluorescent crystals or molecules are immobilised on the surface of the nanosphere. The invention also relates to conjugates of said 

particles as well as to diagnostic, therapeutic or prophylactic compositions containing same. 



' (57) Abrege : L'invention conceme des particules presentant un diametre moyen compris entre 50 et 1000 nm, de preference entre 
| 100 et 500 nm, comprenant une nanosphere organique et/ou inorganique dans laquelledes nanoparticules inorganiques magnetisables 
sont distribuees de maniere homogene, caracterisees en ce que des nanoparticules fluorescentes, comprenant une matrice polymere 
) dans laquelle des molecules ou des cristaux fluorescents sont repartis, sont immobilisees en surface de la nanosphere. L'invention a 
. egalement pourobjet les conjugues de telles particules, ainsi que les compositions diagnostiques, therapcutiques ou prophylactiques 
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NANO PARTICULES MAGNEQUES FLUORESCENTES 

5 Le domaine technique de 1 'invention est celui des supports colloidaux, utilises 

notamment comme support solide pour le transport de molecules biologiques. Plus 
precisement, la presente invention conceme des particules magnetiques et 
fluorescentes d'un diametre compris entre 50 et 1000 nm, les suspensions colloidales 
de telles particules, ainsi que des compositions diagnostiques, therapeutiques ou 

10 prophylactiques contenant de telles particules. 

Les microspheres de type polymere presentent un interet comme support, 
vecteur ou vehicule dans les domaines de l'ingenierie biologique, du diagnostic et de 
la pharmacie. A cet effet, elles ont ete utilisees dans le diagnostic medical comme 
support solide pour des molecules biologiques. 

1 5 Par rapport aux supports solides traditionnels utilises dans ces domaines, tels 

que les tubes, plaques, billes, les particules colloidales presentent plusieurs avantages 
notamment parce qu'elles permettent de disposer d'une grande surface pour des 
interactions specifiques et parce qu'elles sont facilement modifiables chimiquement 
pour introduire a leur surface des groupements fonctionnels susceptibles de reagir 

20 avec d'autres molecules, par exemple des molecules biologiques telles que des 
anticorps ou des fragments d'anticorps, des proteines, des polypeptides, des 
polynucleotides, des acides nucleiques, des fragments d'acides nucleiques, des 
enzymes ou des molecules chimiques telles que des catalyseurs, des medicaments, 
des molecules cages, des chelatants. 

25 Parmi les particules colloidales, les latex magnetiques ont suscite un grand 

interet dans le domaine analytique et sont utilises par exemple comme moyen pour 
separer et/ou detecter des analytes, tels que des antigenes, des anticorps, des 
molecules biochimiques, des acides nucleiques et autres. Les particules composites 
de type polymere/magnetique sont habituellement classees en trois categories sur un 

30 critere de taille : les petites particules ayant un diametre inferieur a 50 nm, les 
grosses particules ayant un diametre superieur a 2 p.m et les particules intermediaires 
d'un diametre compris entre 50 et 1000 nm. 
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Pour etre considerees comme de bons candidats, en particulier pour une 
application diagnostique, ces particules doivent repondre a certains criteres. 

D'un point de vue morphologique, il est preferable qu'elles presentent une 
forme generale spherique et que la charge magnetique soit repartie de facon 
5 relativement homogene dans la matrice polymere. Elles ne doivent pas s'agreger de 
maniere irreversible sous 1'action d'un champ magnetique, ce qui signifie qu'elles 
puissent etre redispersees facilement, rapidement et de maniere reversible. De meme, 
elles doivent presenter une densite relativement faible pour reduire le phenomene de 
sedimentation. Avantageusement, elles doivent presenter une distribution 

10 granulometrique etroite. On parle encore de particules monodisperses ou 
isodisperses. Ainsi, en raison de leur taille et de leur densite, les grosses particules 
magnetiques en suspension dans une phase liquide ont tendance a rapidement 
sedimenter. Par ailleurs, elles tendent a s'agreger apres avoir ete soumises a un 
champ magnetique car elles sont susceptibles d'avoir ete de ce fait magnetisees de 

15 maniere remanente. On parle d'aimantation remanente. Elles ne constituent done pas 
un bon candidal. A contrario, les petites particules magnetiques ont tendance a rester 
en suspension du fait de leur mouvement Brownien et sont difficilement attirees, 
voire pas du tout, par un aimant, en particulier si le champ magnetique applique est 
relativement faible. Elles ne sont done pas bien appropriees pour les utilisations 

20 developpees ci-dessus. 

On retrouve dans la litterature differents types de particules. On peut citer 
ainsi les particules Dynal (nom commercial). Ces particules sont des microspheres 
constitutes d'un cceur de polystyrene relativement poreux et d'oxydes de fer, les 
oxydes de fer ayant ete deposes par impregnation dans les pores disponibles a la 

25 surface du polystyrene, et d'une enveloppe de polymere qui encapsule les oxydes de 
fer des microspheres poreuses. Elles presentent un diametre respectivement de 2,8 
urn (particules M280) et de 4,5 urn (particules M450) et sont relativement uniformes 
en taille. Elles sont done considerees comme des particules isodisperses mais en 
raison de leur taille elevee, un phenomene de sedimentation est rapidement observe. 

30 De plus, leur surface specifique est faible. 

La demande de brevet EP 0 390 634 decrit des microspheres composites 
magnetisables de polymere vinylaromatique reticule hydrophobe d'un diametre de 
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l'ordre de 50 a 10000 run et comprenant un coeur solide constitue de particules 
magnetisables et une ecorce constitute d'un copolymere hydrophobe derive d'au 
moins un monoraere vinylaromatique hydrophobe et d'au moins un polymere 
emulsifiant polyethyleniquement insature soluble dans le ou les monomeres 
vinylaromatiques et susceptible de reticuler avec le ou lesdits monomeres. Toutefois, 
si ces particules presentent l'avantage d'etre de petite taille, elles presentent 
rinconvenient de ne pas avoir une repartition uniforme de la charge magnetique qui 
est localisee a l'interieur du cceur. De plus, le procede decrit ne permet pas d'obtenir 
des particules homogenes en taille mais un ensemble de particules polydisperses qui 
doit etre fractiorme pour ne retenir que les particules de taille attendue. Enfin, du fait 
que les particules magnetisables a l'interieur du cceur solide sont orientees de 
maniere aleatoire et figees dans leur orientation, le moment magnetique resultant des 
microspheres composites correspond done a la somme algebrique des moments des 
particules magnetisables. Une diminution du moment resultant lie a cette distribution 
15 aleatoire des particules a l'interieur du coeur solide est done observee. 

II peut etre egalement important que ces particules magnetiques soient 
marquees, notamment par fluorescence, et on retrouve dans 1'etat de la technique des 
procedes de fabrication de particules magnetiques fluorescentes. 

Ainsi la demande de brevet international e WO 91/09141 decrit un procede de 
20 fabrication de telles particules, lesdites particules comprenant un cceur polymere 
fluorescent, enrobe d'une couche oxyde de metal, I'ensemble etant enrobe par une 
couche polymere protectrice. Si ces particules presentent l'avantage d'etre 
isodisperses, elles restent d'une taille importante (superieure a 1 pm), ce qui favorise 
leur sedimentation et presentent une faible surface developpee. 
25 Le brevet US 4,724,094 decrit des particules magnetiques fluorescentes, 

obtenues par encapsulation de pigments fluorescents et de poudre magnetique par 
une couche de resine. Toutefois, la taille de ces particules ainsi obtenues reste 
importante (superieure au micron). De plus, la presence d'oxyde de metal a 
proximite des groupements fluorescents peut affecter la fluorescence de la particule 
30 obtenue. 

L'art anterieur decrit egalement des particules d'un diametre superieur a 1 pm 
sur la surface desquelles des molecules fluorescentes comme la streptavidine ou la 
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biotine fluoresceine isothiocyanate (FITC) sont greffees chimiquement. Cependant, 
1'intensite de fluorescence de telles particules decroit tres rapidement, des les 
premieres minutes d' illumination. 

II apparait done que les particules magnetiques et fluorescentes de Tart 
5 anterieur ne dorment pas entiere satisfaction. Dans ce contexte, un des objectifs de la 
presente invention est de fourair de nouvelles particules qui soient a la fois 
magnetisables ou magnetiques et fluorescentes, qui presenter^ un diametre moyen 
compris entre 50 et 1000 nm et qui soient capables d'emettre une intensite de 
fluorescence relativement stable dans le temps et pendant T analyse. 
10 Les particules selon l'invention presentent en suspension collo'idale une 

bonne separation sous Taction d'un champ magnetique, elles sont stables, e'est a dire 
que les phenomenes d'agregation ou de sedimentation sont reduits. De plus, elles 
sont obtenues directement sous la forme d'une dispersion isodisperse, e'est a dire 
homogenes en taille, de sorte que des etapes ulterieures de fractionnement ne sont 
15 pas necessaires. Selon l'invention, une dispersion colloi'daie est dite isodisperse en 
diametre hydrodynamique si la distribution en taille mesuree par diffusion de lumiere 
est tres resserree, e'est a dire que toute les particules ont un diametre moyen compris 
entre le diametre moyen de la dispersion plus ou moins 10 run. Plus la distribution en 
diametre est resserree plus le systeme est appele isodisperse ou monodisperse. 
20 Aussi, la presente invention a pour objet des particules presentant un diametre 

moyen compris entre 50 et 1000 nm, de preference entre 100 et 500 nm , comprenant 
une nanosphere organique et/ou inorganique dans laquelle des nanoparticules 
inorganiques magnetisables sont distribuees de maniere homogene. Selon 
l'invention, des nanoparticules fluorescentes, comprenant une matrice polymere dans 
25 laquelle des molecules ou des cristaux fluorescents sont repartis, sont immobilisees 
en surface de la nanosphere. 

Le diametre hydrodynamique des particules est determine par diffusion de 
lumiere en utilisant un appareillage Malvern Zetasizer 3000 HS, (Malvern 
Instrument, UK). La mesure est realisee pour une dispersion infiniment diluee dans 
30 une solution NaCl 1 mM et a 20°C. Cette methode permet de determiner le diametre 
hydrodynamique moyen des particules a plus ou moins 5 %, ce qui signifie que leur 
diametre moyen en volume est defini a plus ou moins environ 5 % pres. 
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Au sens de 1' invention, le terme « immobilise » designe tout type 
d'interactions, telles que des interactions electrostatiques, complexations, 
interactions specifiques, non specifiques, reactions moleculaires, adsoiption physique 
pennettant l'immobilisation. L'immobilisation peut done etre effectuee par tout 
5 moyen. 

Selon un mode de realisation prefere, les particules selon 1 'invention presentent 
en surface des nanoparticules fluorescentes, des groupements fonctionnels reactifs 
tels que des groupements carboxylique, amine, thiol, aldehyde, hydroxyl, tosyl, 
hydrazine, epoxyde, anhydride ou un recepteur susceptibles de reagir avec au moins 
0 un ligand. Dans ce cas, les particules selon l'invention presentent une bonne 
reactivite pour le greffage chimique ulterieur de biomolecules notamment. 

L'invention a egalement pour objet des conjugues constitues d'une particule 
telle que definie ci-dessus sur laquelle au moins un ligand, choisi parmi un anticorps, 
un fragment d'anticorps, une proteine, un polypeptide, une enzyme, un 
5 polynucleotide, un fragment d'acide nucleique, un haptene et la biotine, est 
immobilise, en particulier chimiquement greffe par reaction avec l'un des 
groupements fonctionnels reactifs presents en surface des nanoparticules 
fluorescentes. 

Un autre objet de l'invention consiste en un reactif pour diagnostic comprenant 
au moins un conjugue tel que defini ci-dessus, ainsi que les compositions 
diagnostiques comprenant un tel reactif. 

L'invention a egalement pour objet des conjugues constitues d'une particule 
telle que definie ci-dessus sur laquelle au moins un ligand, choisi parmi les 
molecules cages, les agents chelatants et les catalyseurs, est immobilise en particulier 
chimiquement greffe par reaction avec l'un des groupements fonctionnels reactifs 
presents en surface des nanoparticules fluorescentes. 

L'invention a egalement pour objet des conjugues constitues d'une particule 
telle que definie ci-dessus sur laquelle au moins un ligand, choisi parmi les 
substances medicamenteuses, les sondes anti-sens, les agents reparateurs de genes, 
les agents bloquant ou inhibant une activite proteique, est chimiquement greffe par 
reaction avec l'un des groupements fonctionnels reactifs presents en surface des 
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nanoparticules fluorescentes. Un autre objet de 1' invention consiste en des 
compositions therapeutiques ou prophylactiques comprenant un tel conjugue. 

Les particules selon l'invention, en plus d'etre magnetisables ou magnetiques 
et de presenter un diametre moyen compris entre 50 et 1000 run, out 1'avantage de 
5 presenter une visibility et une resistance a la photoextinction amelioree. En effet, 
selon l'invention, les molecules fluorescentes, egalement nominees fluorophores, 
presentes dans les particules sont protegees par la matrice polymerique des 
nanoparticules fluorescentes, ce qui permet d'accroitre leur stabilite face aux 
agressions du faisceau laser notamment, lors des mesures de fluorescence. Ces 

10 nanoparticules sont immobilisees, avantageusement greffees chimiquement, a la 
surface de la nanosphere. 

De facon avantageuse, les nanoparticules fluorescentes ont un diametre moyen 
compris entre 5 et 50 run. De facon avantageuse, au moins six nanoparticules 
fluorescentes sont immobilisees en surface de la nanosphere et recouvrent, de 

15 preference, jusqu' a au moins 54 % de la surface de la nanosphere. 

La matrice polymere des nanoparticules fluorescentes est, par exemple, en un 
polymere hydrophobe choisi parmi les homopolymeres de monomeres 
vinylaromatiques insolubles dans 1'eau, tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, 
tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre 

20 eux et/ou avec d'autres comonomeres, tels que les acrylates d'alkyle et les 
methacrylates d'alkyle dans lesquels le groupement alkyle comprend de 3 a 10 
atomes de carbone, les esters d'acides ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de 
carbone et d'alkyle possedant 1 a 8 atomes de carbone, les acides methacryliques, les 
derives styreniques. On pourra utiliser toute molecule fluorescente, comme la 

25 fluoresceine eventuellement substituee, les derives de la fluoresceine, par exemple, la 
fluoresceine isothiocyanate, la 5-carboxy fluoresceine, la 2',7'-difluorofluoresceine 
(commercialisee sous le nom Orange Green), la bromomethyle-fluoresceine, ou 
encore la rhodamine, les derives de la rhodamine, le succinimidyl de 1'acide 
carboxylique de la trifluoroacetamide (commercialise sous le nom Rhodamine 

30 Green), le 3-acide carboxylique de diethylaminocoumarine, 1'acide acetique de 
l'hydroxy-methylcoumarine, le methacrylate de methyl d'antracenyl (monomere), le 
3,8-dimethacryloyl de bromure d'ethidiume (agent de reticulation), le dimethacrylate 
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de la fluoresceine (agent de reticulation), le methacryloxyefhyl thiocarbamoyl de la 
rhodamine B (monomere), l'acrylate ou le methacrylate de 2'-naphthyl (monomere), 
les derives du pyrenes, comme le 1 -pyrenylmethyl methacrylate (monomere), le 
thodol et ses derives, ou Texas Red, les cristaux CdS et les « quantum dots », 
5 nanocristaux fluorescents. On pourra notamment utiliser les particules 
commercialisees par les societes Prolabo ou Molecular Probes, contenant par 
exemple les groupements fluorescents suivants (excitation/emission) : fluorescent 
jaune-vert (505/515), fluorescent rouge (580/605), fluorescent bleu (365/415), 
fluorescent pourpre (625/645), fluorescent rouge fonce (660/680), fluorescent rouge 

10 nil (535/575), fluorescent infrarouge (715/755), fluorescent orange (540/560), 
fluorescent rouge-orange (565/580), fluorescent rouge lointain (690/720), fluorescent 
bleu-vert (430/465), luminescent europium (365/610), luminescent platine (390/650). 

Selon un mode de realisation particulier de 1' invention, les nanoparticules 
fluorescentes presentent des proprietes filmogenes, c'est a dire qu'elles sont 

15 susceptibles de former un film venant entourer la nanosphere organique et/ou 
inorganique sur laquelle elles sont immobilisees. La formation du film se fait par 
simple chauffage a une temperature entrainant le ramollissement voire la fusion de la 
matrice polymere des nanoparticules fluorescentes. 

Les nanoparticules inorganiques magnetisables sont a base d'oxydes 

20 metalliques, tels que les oxydes de fer, la magnetite, Fhematite, les ferrites telles que 
les ferrites de manganese, de nickel, de manganese-zinc, les alliages de cobalt, de 
nickel, les oxydes de fer etant particulierement preferes 

Avantageusement, les materiaux inorganiques sont choisis parmi les oxydes 
metalliques magnetisables, preferentiellement les oxydes de fer. 

25 La masse des nanoparticules inorganiques magnetisables representent 5 a 95 

%, de preference 10 a 90 % et avantageusement 20 a 90 % de la masse totale de la 
particule composite, de preference 25 a 85 %. 

A rinterieur des particules de l'invention, les nanoparticules inorganiques 
magnetisables sont avantageusement stabilisees par des agents de stabilisation 

30 choisis parmi les chaines polymere amphiphiles, les agents tensioactifs ioniques ou 
non ioniques, fonctionnels ou non fonctionnels, polymerisables ou non 
polymerisables. Les agents tensioactifs fonctionnels sont en particulier choisis parmi 
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les acides gras ou des derives d'acides gras, en particulier l'acide oleique ou ses 
derives, et les melanges d'agents tensioactifs tels que definis precedemment. 

Les nanospheres organiques et/ou inorganiques dans lesquelles les 
nanoparticules inorganiques magnetisables sont distribuees de maniere homogene, et 
5 sur lesquelles les nanoparticules fluorescentes sont greffees chimiquement peuvent, 
par exemple, etre des nanospheres de type (I) comprenant : 

un cceur essentiellement liquide constitue d'une phase 
organique dans laquelle les nanoparticules magnetisables sont 
distribuees et stabilisees, 

une enveloppe entourant le coeur liquide, ladite enveloppe 
comprenant au moins un polymere hydrophile obtenu par 
polymerisation d'au moins un monomere hydrosoluble. 
En particulier le monomere hydrosoluble est un iV-alkylacrylamide, un N,N- 
dialkylacrylamide et plus particulierement le AMsopropylacrylamide (NIP AM), le N- 
methylacrylamide, le A^-ethylmethacrylamide, le Af-«-propylacrylamide, le N-n- 
propylmethacrylamide, le AMsopropylmethacrylamide, le TV-cyclopropylacrylamide, 
le A^A'-diethylacrylamide, le A^-methyl-Af-isopropopylacrylamide, le N-m&thyl-N'-n- 
acrylamide. 

Des nanospheres de type (I) sont, par exemple, decrites dans FR 9914194 
auquel l'homme du metier pourra se referer. 

Selon un autre aspect de T invention, on peut utiliser des nanospheres de type 
(II) comprenant une matrice en un polymere hydrophobe dans laquelle les 
nanoparticules inorganiques magnetisables sont distribuees, ces nanospheres etant 
par exemple decrites dans FR 9914195. 

Le polymere hydrophobe de la nanosphere de type (II) est, par exemple, 
choisi parmi les homopolymeres de monomeres vinylaromatiques insolubles dans 
l'eau, tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, 
ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre eux et/ou avec d'autres 
comonomeres, tels que les acrylates d'alkyle et les methacrylates d'alkyle dans 
lesquels le groupement alkyle comprend de 3 a 10 atomes de carbone, les esters 
d'acides ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de carbone et d'alkyle possedant 1 a 8 
atomes de carbone, les acides methacryliques, les derives styreniques, les composes 
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dieniques. Preferentiellement, le polymere est un polymere reticule. Ceci est obtenu 
en ajoutaat dans le ou les monomeres Line faible quantite (inferieure a 1 0 % en poids) 
de molecules ayant au moins deux doubles liaisons reactives, telles que le divinyl 
benzene, le methacrylate de vinyle, le cyanurate de triallyle, le diacrylate de mono ou 
5 de polyethyleneglycol. 

Selon un mode de realisation prefere, la matrice en polymere hydrophobe de la 
nanosphere de type (II) est entouree d'une enveloppe a base d'un polymere 
hydrophile obtenu par polymerisation d'au moins un monomere hydrosoluble, 
semblable a celui utilise dans les nanospheres de type (I) ou bien par un copolymere 
10 amphiphile comportant une partie hydrophile et une partie hydrophobe au moins 
partiellement immobilisee dans ou sur le polymere hydrophobe. Ces dernieres 
nanospheres comportant un copolymere amphiphile d'enveloppe sont nominees de 
type (III). 

Par copolymere amphiphile, on entend un copolymere possedant une partie 
1 5 hydrophobe et une partie hydrophile, etant entendu que la partie hydrophobe et/ou la 
partie hydrophile peuvent etre un ensemble de sous-parties respectivement 
hydrophobes et/ou hydrophiles constitutives du copolymere amphiphile. Ainsi, un 
copolymere amphiphile de I'mvention est notamment choisi parmi les copolymeres 
en blocs, les copolymeres sequences, les polymeres ramifies dont le squelette est 
20 hydrophobe ou hydrophile et les ramifications sont respectivement hydrophiles ou 
hydrophobes, les polymeres en peigne dont le squelette est hydrophobe ou 
hydrophile et les ramifications en peigne sont respectivement hydrophiles ou 
hydrophobes. 

La partie hydrophile du copolymere amphiphile peut etre ionique, anionique 
25 ou cationique, ou non ionique ; elle comports des groupements fonctionnels qui sont 
reactifs, directement ou indirectement. 

Selon 1' invention, la partie hydrophobe est au moins partiellement 
immobilisee sur ou dans la matrice polymere. L'immobilisation de cette partie 
hydrophobe est toujours au moins de nature physique, et plus precisement 
30 mecanique, du type emprisonnement, et peut venir completer une fixation prealable 
de la partie hydrophobe, de nature chimique ou physique comme une fixation par 
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adsorption, par exemple. Ainsi, une immobilisation peut resulter des evenements 
suivants : 

la partie hydrophobe du copolymere amphiphile est adsorbee a 
la surface de la matrice, puis definitivement immobihsee dans 
5 la matrice par le polymere hydrophobe ; 

ladite partie hydrophobe est solubilisee dans la phase 
organique, puis emprisonnee dans le polymere hydrophobe lors 
de la formation de la matrice ; 

ladite partie hydrophobe est uniquement emprisonnee 
[ o mecaniquement lors de la formation de la matrice polymere. 

Cette immobilisation conduit a des particules possedant une forte stabilite 
colloi'dale, et notamment bien superieure a celle des particules connues decrites 
precedemment . 

Un copolymere amphiphile approprie comprend avantageusement : 
15 - une partie hydrophobe choisie parmi les polystyrenes, les 

polyalkyles tels que le polyethylene, les chaines d'acides gras, 
et/ou 

une partie hydrophile choisie parmi les polyacides acryliques, 
les polysulfates, les polyamines, les polyamides, les 
20 polysaccharides, les polycaprolac tones et les polylactides. 

Les nanospheres (III) sont preparees selon un procede de preparation des 
particules composites precitees qui permet d'obtenir directement des nanospheres de 
diametre souhaite et isodisperses sans necessiter d'etape de tri ou de fractionnement 
en fonction du diametre. 
25 Selon un premier procede de Finvention, on obtient des nanospheres (III) 

pour lesquelles la partie hydrophobe du copolymere amphiphile est au moins 
partiellement immobilisee dans la matrice polymere, comme suit : 

(i) on dispose d'une emulsion magnetique de depart stable et isodisperse 
constitute de deux phases non miscibles, une phase A hydrophobe constitute de 
30 gouttelettes contenant des nanoparticules magnetisables dispersees dans une phase 
organique contenant un agent tensioactif ; et une phase B hydrophile dans laquelle la 
phase A est dispersee ; 
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(ii) on introduit dans la phase B des monomeres hydrophobes et au moins un 
agent amorceur ; et 

(iii) on polymerise lesdits monomeres hydrophobes a l'interieur de la phase 

A, 

5 et, selon ce procede, on introduit en outre, dans la phase B, au moins un 

copolymere amphiphile, avant l'etape (iii), c'est a dire avant ou apres l'etape (ii). 

Selon un second procede de l'invention, on obtient des particules 
composites pour lesquelles la partie hydrophobe du copolymere amphiphile est au 
moins partiellement immobilisee sur la matrice polymere, comme suit : 
10 (i) on dispose d'une emulsion de depart stable et isodisperse constitute de 

deux phases non miscibles, une phase A hydrophobe constitute de gouttelettes 
contenant des nanoparticules magnetisables dispersees dans une phase organique 
contenant un agent tensioactif ; et une phase B hydrophile dans laquelle la phase A 
est dispersee ; 

15 (ii) on introduit dans la phase B des monomeres hydrophobes et au moins un 

agent amorceur ; 

(iii) on polymerise une fraction desdits monomeres hydrophobes a 
l'interieur de la phase A, 

et, selon ce procede, on introduit en outre, dans la phase B, au moins un 
20 copolymere amphiphile, avant l'etape (iii) ou apres l'etape (iii), puis, lors d'une etape 
(iv), on polymerise la fraction restante des monomeres hydrophobes a la surface de la 
matrice polymere. Quand le copolymere amphiphile est introduit avant l'etape (iii), il 
peut etre introduit avant ou apres l'etape (ii). 

Pour obtenir les nanospheres (III), le polymere amphiphile est 
25 avantageusement choisi parmi ceux enonces precedemment dans la description des 
particules composites. 

Les monomeres mis en ceuvre doivent former des polymeres hydrophobes, 
lis sont insolubles dans la phase hydrophile et choisis parmi les monomeres 
vinylaromatiques tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, 
30 amino-methylstyrene, vinyltoluene. lis sont utilises seuls ou en melange ou bien 
encore en melange avec d'autres monomeres polymerisables insolubles dans l'eau 
tels que les acrylates, les methacrylates d'alkyle, les esters d'acides ethyleniques et 
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d'alkyle, les acide methacryliques, les derives styreniques, les acides ethyleniques, 
les composes dieniques. 

II est possible d'aj outer au monomere ou au melange de monomeres un 
agent de reticulation hydrophobe, par exemple un monomere reticulant de type 
5 divinylbenzene, dimethacrylate, en particulier dimethacrylate de vinyie. 

L'amorceur organosoluble est choisi parmi les amorceurs de type azobis, 
tels que les 2,2'-azobis (2, 4 '-dimethyl valeronitrile), 2,2'-azobis (4-methoxy-2,4- 
dimethylvaleronitrile), 2,2'-azobis (2-cyclopropylpropionitrile), 2,2'-azobis (2- 
methylpropionitrile), 2,2'-azobis (2-methylbutyronitrile), 1,1' -azobis (cyclohexane- 

1 0 1 -carbonitrile), 1 -(( 1 -cyano- 1 -methylethyl)azo) formamide, 2-phenylazo-4-methoxy- 
2, 4-dimethyl -valeronitrile, dimethyl 2,2'-azobis (2-methylpropionate, 4,4'-azobis (4- 
acide cyanovalerique) et 2,2 '-azobis (2-hydroxymethyl)propionitrile). Si on choisit 
un amorceur hydrosoluble ou faiblement hydrosoluble, tels que les peroxydes, les 
hydroperoxydes et les persulfates, il engendre un debut de polymerisation dans la 

15 phase hydrophile qui se propage dans la phase hydrophobe. Les persulfates, en 
particulier le persulfate d' ammonium, le persulfate de sodium et le persulfate de 
potassium sont solubles en phase aqueuse. Sous Taction de la chaleur, ils se 
decomposent et generent des radicaux sulfate qui contribueront a charger la 
nanosphere composite. Le peroxyde d'hydrogene est soluble en phase aqueuse et 

20 genere des radicaux hydroxyles non charges. La decomposition des hydroperoxydes 
genere un hydroxyle et un radical oxygene qui se partageront dans une des phases en 
fonction de la nature du peroxyde utilise. De la nature cationique ou anionique de 
l'amorceur dependra le caractere cationique ou anionique de la particule et du 
conjugue resultant de l'invention, en l'absence de monomere fonctionnel. 

25 L'agent amorceur est introduit dans la phase hydrophile et penetre dans la 

phase hydrophobe (a) soit simultanement a I'introduction des monomeres 
hydrophobes (b), soit prealablement a Fetape d'introduction des monomeres 
hydrophobes (c), soit posterieurement a I'etape d'introduction desdits monomeres 
hydrophobes. 

30 Dans un mode de realisation prefere, I'etape (iii), et eventuellement I'etape 

(iv) de polymerisation sont effectuees par elevation de la temperature jusqu' a environ 
60 a 90°C, en particulier a une temperature de 70°C, en presence de l'amorceur de 
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polymerisation, etant entendu que les conditions de la polymerisation seront 
determinees par l'homme du metier en fonction de la nature de l'amorceur retenu, ou 
par photochimie a Faide de rayonnements, par exemple, de rayonnements ultra 
violets ou d'un faisceau laser ou d'autres sources d'energie. 
5 La phase organique est une phase comprenant un hydrocarbure aliphatique 

ou cyclique choisi parmi les composes comprenant de 5 a 12 atomes de carbone, 
leurs isomeres et leurs melanges ou une phase comprenant tout ou partie d'un 
compose organique polymerisable par voie radicalaire. De preference, 
l'hydrocarbure est choisi parmi le pentane, l'hexane, l'heptane, I 'octane, le nonane, 

10 le decane, le undecane et le dodecane, et le compose organique polymerisable par 
voie radicalaire est choisi parmi les monomeres vinylaromatiques insolubles dans 
Feau, tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, 
ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre eux, etant entendu qu'il est a la 
portee de l'homme du metier d'adapter les conditions de polymerisation en fonction 

15 du choix du ou des hydrocarbure(s) retenu(s) et de la nature de l'amorceur choisi. En 
particulier, si la polymerisation est effectuee par elevation de la temperature ou 
engendre une elevation de temperature, le montage reactionnel devra etre adapte aux 
solvants volatils, tels que le pentane. 

De maniere preferentielle la phase hydrophile est une phase aqueuse, telle 

20 que de Feau. 

Dans des modes de realisation preferentiels de la presente invention, la 
fonctionnalisation des particules peut etre completee par introduction dans la phase B 
et penetration dans la phase A de groupements reactifs fonctionnels. Les 
groupements reactifs fonctionnels sont apportes par exemple par des monomeres 

25 faiblement hydrophiles susceptibles de polymeriser avec les monomeres 
hydrophobes de la matrice polymere. En particulier, les groupements reactifs 
fonctionnels sont apportes par des monomeres hydrophiles choisis parmi les 
monomeres des acides acryliques, methacryliques, ethyleniques et sulfoniques, les 
monomeres amines, seuls ou en melange, ou encore en melange avec des monomeres 

30 hydrophobes ; etant entendu qu'il est a la portee de l'homme du metier de determiner 
la composition du melange. Les groupements fonctionnels permettent les reactions 
ulterieures de greffage des nanoparticules fhiorescentes, mais apportent egalement la 
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stabilisation colloidale necessaire pour les applications ulterieures. Les groupements 
fonctionnels sont introduits dans la phase B et penetrant a l'interieur de la phase A 
(a) soit de maniere simultanee a la penetration des monomeres hydrophobes de 
l'etape (ii), (b) soit prealablement a la penetration des monomeres hydrophobes de 
5 l'etape (ii), (c) soit posterieurement a la penetration des monomeres hydrophobes de 
l'etape (ii). 

Dans un mode de realisation particulier, et si souhaite, l'etape (iii) est suivie 
d'une etape d'evaporation partielle ou totale de la phase organique A avec formation 
de particules composites poreuses. 
10 Les nanospheres (III) sont done fonctionnalisees par la partie hydrophile du 

copolymere amphiphile, et peuvent egalement l'etre par la presence, de groupements 
fonctionnels reactifs, apportes conime indique ci-dessus au cours du procede de 
preparation. 

Selon un autre mode de realisation prefere, la matrice en polymere hydrophobe 

15 de la nanosphere de type (II) est entouree d'une enveloppe a base d'au moins trois 
couches de polymeres compatibles. Cette enveloppe comporte, de preference, une 
premiere couche de polymere cationique, une deuxieme couche de polymere 
anionique et une troisieme couche de polymere cationique. Par polymere anionique, 
on entend un polymere fonctionnalise, par exemple par des fonctions — COOH, 

20 susceptibles de former un anion et par polymere cationique, on entend un polymere 
fonctionnalise, par exemple par des fonctions — NH 2 , susceptibles de former un anion. 
Ces dernieres nanospheres comportant une enveloppe au moins tricouche sont 
nominees de type (IV). Elles sont preparees selon les methodes de polymerisation 
bien connues de 1'homme de Part. 

25 Dans tous les cas, et ce qu'on utilise des nanospheres (I), (II), (III) ou (IV), 

ces nanospheres sont fonctionnalisees en surface, de preference, par des groupements 
choisis parmi les groupements carboxylique, amine primaire, thiol, hydroxyl, tosyl 
hydrazine, epoxyde, anhydride, qui permettent le greffage des nanoparticules 
fluorescentes, ces groupements etant apportes soit par un traitement de la surface des 

30 nanospheres, par exemple chimique par hydrolyse ou greffage de groupements 
fonctionnels, soit par utilisation de monomeres ou de d'amorceurs fonctionnalises, 
selon le cas, pendant la preparation des naonoparticules. 
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Les nanoparticules fluorescentes utilisees presentent en surface au moins 
une fonction susceptible de reagir chimiquement avec les fonctions ci-dessus 
mentionnees, pour permettre leur fixation. Ce greffage chimique se fait selon des 
methodes bien connues de I'horrime de I'art, par exemple par reaction d'une fonction 
5 amine primaire presente en surface de la nanosphere avec une fonction acide 
carboxylique, apres activation de la fonction carboxylique, par exemple par du 
dicyclohexylcarbodiimide (CDI) et du TV-hydroxysuccinimide (NHS), ou encore par 
reaction d'une fonction amine primaire avec une fonction aldehyde. 

De facon avantageuse, les nanospheres fluorescentes presentent en surface 
10 des groupements fonctionnels reactifs tels que des groupements carboxylique, amine 
primaire, thiol, aldehyde, hydroxyl, tosyl, hydrazine, epoxyde, anhydride ou un 
recepteur susceptibles de reagir avec au moins un ligand. Les particules 
fonctionnalisees ainsi formees seront susceptibles d'immobiliser un ligand, par 
exemple une molecule biologique, telle qu'un anticorps, un fragment d'anticorps, 
15 une proteine, un polypeptide, une enzyme, un polynucleotide, une sonde, une 
amorce, un fragment d' acide nucleique, des molecules chimiques, telles que des 
polymeres chimiques, des substances medicamenteuses, des molecules cages, des 
agents chelatants, des catalyseurs, la biotine. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, les particules de 
20 l'invention comprennent egalement, outre les nanoparticules fluorescentes, des 
nanoparticules filmogenes immobilisees en surface de la nanosphere desdites 
particules. 

Ces particules sur lesquelles sont immobilisees a la fois des nanoparticules 
fluorescentes et des nanoparticules filmogenes peuvent etre preparees comme decrit 
25 precedemment, a ceci pres qu'on ajoute les nanoparticules filmogenes en meme 
temps que les nanoparticules fluorescentes. L'exces de nanoparticules filmogenes et 
fluorescentes est elimine en presence d'un agent stabilisant. Les particules ainsi 
obtenues sont ensuite filmifiees comme decrit precedemment. 

Des exemples de nanoparticules filmogenes sont decrits dans EP 644 205. 
30 Le polymere constitutif de ces nanoparticules filmogenes presente de preference une 
temperature de transition vitreuse comprise entre 10 et 16° C. 
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Ces nanoparticules filmogenes sont alors porteiises de groupements 
fonctionnels reactifs, tels que defmis ci-dessus, susceptibles de reagir avec au moins 
un ligand. Ces groupements restent accessibles en surface apres formation du film 
venant entourer la particule magnetique et emprisonnant les nanoparticules 
5 fluorescentes. 

Les agents stabilisants sont largement connus de l'homme du metier et 
peuvent etre, par exemple, des agents tensioactifs tels que des agents tensioactifs 
cationiques, anioniques et non ioniques, ou des polymeres ou copolymeres 
amphiphiles. Ces agents stabilisants sont emprisonnes lors de la filmification et 
10 peuvent participer a la fonctionnalisation de la particule pour le greffage ulterieur de 
ligands biologiques. 

La presente invention a egalement pour objet les nanoparticules obtenues 
par filmification des nanoparticules filmogenes. 

La presente invention a egalement pour objet les suspensions colloidales en 
15 phase aqueuse des particules selon l'invention, en particulier les suspensions 
colloidales isodisperses. 

La presente invention a egalement pour objet les conjugues constitues d'une 
particule decrite ci-dessus, sur laquelle au moins un ligand choisi parmi les 
molecules cages, les agents chelatants et les catalyseurs, est immobilise, en 
20 particulier chimiquement greffe par reaction avec l'un des groupements fonctionnels 
reactifs presents en surface des nanoparticules fluorescentes. 

Aussi, la presente invention a egalement pour objet des conjugues constitues 
par des particules composites de l'invention dont les groupements fonctionnels ont 
reagi, directement ou indirectement, avec au moins un ligand tel que defini ci-dessus, 
25 ainsi que leurs utilisations. 

La presente invention a done pour objet des conjugues constitues de particules 
— telles que definies ci-dessus sur lesquelles au moins un ligand choisi parmi un 
anticorps, un fragment d'anticorps, une proteine, un polypeptide, une enzyme, un 
polynucleotide, un fragment d'acide nucleique, un haptene et la biotine est 
30 immobilise en particulier crurniquement greffe par reaction avec Tun des 
groupements fonctionnels reactifs presents en surface des nanoparticules 
fluorescentes. 
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A titre d'exemple, lesdits conjugues sont utilises dans des tests 
immunologiques pour la detection et/ou la quantification de proteines, d'antigenes, 
d'anticorps dans un echantillon biologique ou dans des essais utilisant la technologie 
des sondes pour la detection et/ou la quantification d'un fragment d'acide nucleique 
5 dans un echantillon biologique. L' utilisation de sondes pour La detection et/ou la 
quantification d'un acide nucleique dans un echantillon est bien connue de rhomnie 
du metier et on peut citer a titre d'illustration la technique d'hybridation sandwich. 
De meme, les conjugues de 1' invention peuvent etre utilises comme « agents porteurs 
d'amorces » pour une reaction d' amplification d'acides nucleiques dans un 

10 echantillon, par exemple par PCR (Polymerase. Chain Reaction) ou toute autre 
technique d'amplification appropriee, permettant ainsi la detection et/ou la 
quantification d'acides nucleiques dans {'echantillon biologique. 

La presente invention a done egalement pour objet un reactif et une 
composition diagnostique comprenant en outre lesdits conjugues et 1' utilisation dudit 

15 reactif dans un essai diagnostique. 

Les conjugues trouvent egalement une application dans le domaine 
therapeutique comme vehicule ou vecteur pour les substances medicamenteuses, les 
sondes anti-sens, les agents reparateurs de genes, les agents bloquant ou inhibant une 
activite proteique, et de ce fait ils peuvent etre utilises dans une composition 

20 therapeutique ou prop hylacti que. 

Ainsi, les conjugues de l'invention sont susceptibles de vehiculer une 
substance medicamenteuse dans une composition therapeutique ou prophylactique 
qui comprend ledit conjugue en association avec un adjuvant et/ou diluant et/ou 
excipient approprie et pharmaceutiquement acceptable, ladite substance 

25 medicamenteuse etant capable d'etre relarguee in vivo. Les definitions des excipients 
et adjuvants pharmaceutiquement acceptables sont decrits par exemple dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences 16 th ed., Mack Publishing Co. 

Les conjugues de l'invention sont egalement susceptibles de vehiculer un 
gene d'interet therapeutique codant pour au moins une proteine d'interet ou un 

30 fragment d'une proteine d'interet, etant entendu que par proteine on entend a la fois 
une proteine dans sa definition la plus generalement utilisee et un anticorps. Bien 
entendu, un tel conjugue est incorpore dans une composition therapeutique ou 
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prophylactique qui comprend egalement les elements necessaires a l 7 expression dudit 
gene d'interet therapeutique. 

Les conjugues de 1' invention sont egalement utilisables, quand incorpores 
dans une composition therapeutique ou prophylactique, pour le transfert in vivo de 
5 sondes ou oligonucleotides anti-sens. Les anti-sens sont capables d'interferer 
specifiquement avec la synthese d'une proteine cible d'interet, par inhibition de la 
formation et/ou du fonctionnement polysome selon le positionnement de l'ARNm 
dans la cible. Done le choix frequent de la sequence entourant le codon d'initiation 
de la traduction comme cible pour une inhibition par un oligonucleotide anti-sens 

10 vise a prevenir la formation du complexe d'initiation. D'autres mecanismes dans 
1' inhibition par oligonucleotides anti-sens impliquent une activation de la 
ribonuclease H qui digere les hybrides oligonucleotides anti-sens/ ARNm ou une 
interference au niveau de sites d'epissage par des oligonucleotides anti-sens dont la 
cible est un site d'epissage de l'ARNm. Les oligonucleotides anti-sens sont 

1 5 egalement complementaires de sequences ADN et peuvent done interferer au niveau 
de la transcription par la fonnation d'une triple helice, 1' oligonucleotide anti-sens 
s'appariant par des liaisons hydrogene dites de Hoogsteen au niveau du grand siilon 
de la double helice d'ADN. II est bien entendu que les oligonucleotides anti-sens 
peuvent etre strictement complementaires de la cible ADN ou ARN a laquelle ils 

20 doivent s'hybrider, mais aussi non strictement complementaires a la condition qu'ils 
s'hybrident a la cible. De meme, il peut s'agir d'oligonucleotides anti-sens non 
modifies ou modifies au niveau des liaisons inter-nucleotidiques. Toutes ces notions 
font partie des connaissances generates de l'homme de Tart. 

La presente invention concerne done une composition therapeutique 

25 comprenant, entre autres, un conjugue vecteur d'un oligonucleotide anti-sens tel que 
definis ci-dessus. 

Les exemples suivants sont donnes a titre illustratif et n'ont aucun caractere 
limitatif. Ils permettront de mieux comprendre I'invention. 

Le diametre hydrodynamique moyens des particules est determine par 
30 diffusion de lumiere en utilisant Malvern Zetasizer "3000 HS, (Malvern Instrument, 
UK). La mesure est realisee pour une dispersion infiniment diluee dans line solution 
NaCl 1 mM et a 20°C. 
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Exemple 1 : Preparation de particules de latex magnetiques fluorescentes 
fonctionnalisees par des fonctions - COOH. 

al) Preparation de nanospheres de latex magnetiques fonctionnalisees par des 
fonctions - NH ?. 

L'elaboration de ces nanospheres de iatex magnetiques est realisee en deux 
etapes : une etape de polymerisation in situ et une etape de polymerisation par 
encapsulation. 

i) polymerisation in situ 

Dans un reacteur de polymerisation, on introduit 40,4 ml, soit 2 g d'emulsion 
magnetique constituee de gouttelettes d'environ 220 nm de diametre 
contenant des nanoparticules d'oxyde de fer (60 % en poids par rapport au 
poids de tensioactifs) dans de l'octane (11 mg d'octane /g d'emulsion solide) 
et un melange de tensioactifs dodecylsulfate de sodium (SDS)) acide oleique, 
lesdites gouttelettes etant stabilisees dans une solution de Triton ® X-405 a 2 
g / 1 (emulsion preparee selon l'exemple li) de FR 99 14195). Le pH de 
1 'emulsion est egal a 7,05. Cette emulsion est agitee sous azote a 200 rpm 
pendant 1 heure 30 minutes. 0,099 g de styrene et 0,0019 g de 2,2'- 
azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) comme amorceur de la polymerisation sont 
ajoutes et le melange reactiormel est agite a 250 rpm pendant 30 minutes a 
20°C. La polymerisation est arnorcee par chauffage a une temperature egale a 
70°C pendant 150 minutes. 

ii) encapsulation 

Au melange obtenu en (i), on ajoute 0,0087 g de 2,2'-azobisamidinopropane 
repris avec 1 ml d'eau milli-Q (eau sterile demineralisee) bouillie et degazee 
puis, on additiomie un melange de 0,4648 g de JV-isopropylacrylamide repris 
dans 1 ml d'eau milli-Q bouillie et degazee, 0,0391 g de methylene 
bisacrylamide repris dans 1 ml d'eau milli-Q bouillie et degazee et 0,04 g 
d'aminoethylmethacrylate, ce melange etant introduit toutes les minutes, a 
raison de I ml/min. La polymerisation est realisee pendant environ 18 heures. 
Les nanospheres presentent un diametre moyen de l'ordre de 235 nm. 
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a2) Autre exemple de preparation de nanospheres de latex magnetiques 
fonctionnalisees uar des fonctions - NH ?- 

Des nanospheres de latex magnetiques sont preparees selon le merae mode 
opeiatoire qu'au paragraphs (al) mais 0,02 g d'aminoethylmethacrylate sont utilises 
5 a I'etape (ii) a la place de 0,04 g. Dans ce cas, les nanospheres de latex magnetiques 
obtenues presentent un diametre moyen de 1'ordre de 230 nm. 

b) Greffage chimique de nanoparticules fluorescentes de diametre moyen de 
1'ordre de 20 nm. 

10 On utilise des nanoparticules fluorescentes presentant des fonctions -COOH 

en surface et a base de polystyrene. 1 mg de nanospheres magnetiques obtenues a 
I'etape (al) est mis en presence de 385 pi de tampon phosphate (10 mM, pH 6,8) - 
1% Tween 20. A ce melange, sont ajoutes 5 pi d'une solution de 1,3 
dicyclohexylcarbodiimide (CDI, 10 pl/ml dans le DMSO), 50 pi de N- 

15 hydroxysuccinimide, (NHS, 130 mg/ml dans le DMSO) et 200 pg de nanoparticules 
fluorescentes carboxyliques (Molecular Probe, reference « Fluospheres carboxylate- 
modified microsphere », 20 nm, red fluorescent F-87S6, 580/605), Apres cette 
periode d'incubation, le latex magnetique est lave au moins trois fois avec de l'eau 
Milli-Q a 0,2% de Triton® X-405. Les particules obtenues presentent un diametre 

20 moyen de 1'ordre de 300 nm 

Exemple 2 : Autre exemple de preparation de particules de latex 
magnetiques fluorescentes, fonctionnalisees par des fonctions -COOH. 

25 Selon un mode operatoire analogue a 1' exemple 1 (b), on realise le couplage de 
particules fluorescentes fonctionnalisees avec des fonctions -COOH differentes 
(commercialisees par PROLABO sous la reference : Yellow-Green Estapor F-XC 
R97-06, diametre 18nm, 505/515) sur des nanosphere obtenues aux exemples 1 (al) 
et 1 (a2). Les quantites presentes dans le Tableau 1 ci-apres sont utilisees. 

30 
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Tableau 1 

Exemple 2a 2b 

Nanospheres magnetiques obtenues a l'exemple 1 (al) 0 22,5ul 

a 8,9 % 

Nanospheres magnetiques obtenues a l'exemple 1 (a2) 29,5pl 0 
a 6,84 % 

Tampon Borate lOOmM pH 9,3 789,5ul 796,5pl 

Tween20 1% 25ul 25 ul 

CDI/DMSO ( lOul/ml) I0j.il 10 

NHS/DMSO (500 mg/ml) 26ul 26 

Latex fluorescent (COOH) a 1 % 120pl 120ul 

Prolabo Estapor F-XC R97-06 
(diam : 1 8 nm) Yellow-Green 
Incubation 3h a 37°C, 900 rpm 
3 lavages en eau milli-Q + 0,2 % Triton X 405 

5 Les particules obtenues a l'exemple 2a presentent un diametre moyen de 

l'ordre de 226 nm. 

Les particules obtenues a l'exemple 2b presentent un diametre moyen de 
l'ordre de 258,9 nm. 



10 Exemple 3 : Preparation de particules de latex magnetiques 

fluorescents fonctionnalises par des fonctions aldehyde. 

32 pi d'une dispersion de nanospheres de latex magnetiques (6,2 g/lOOml 
obtenue selon l'exemple 1 (a2)), 768 pi de tampon Borate (100 mM, pH 9,3) et 200 
pi d'une solution de nanoparticules de latex fluorescentes presentant en surface des 
15 fonctions aldehyde (2 g/lOOml, Molecular Probe, reference « Fluospheres 
carboxylate modified microsphere », Yellow-Green F8760 0,02pm, 505/515) sont 
incubees pendant une heure a 37°C sous agitation douce. Apres cette periode 
d'incubation, un volume de 50 pi de NaBH4, 1M est ajoute et l'incubation est menee 
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pendant 1 heure a 37 °C. Le latex magnetique est lave au moins trois fois avec de 
l'eau Milli-Q a 0,2% Tween-20. Les particules de latex magnetiques fluorescentes 
obtenues presentent un diametre hydrodynamique moyen de I'ordre de 247 nm. 

5 Exemple 4 : Autre exemple de preparation de particules de latex 

magnetiques fluorescents fonctionnalises par des fonctions aldehyde. 

Selon un mode operatoire analogue, des particules de latex magnetiques 
fluorescents fonctionnalises par des fonctions aldehyde sont preparees a partir de 
32 ul d'une dispersion de nanospheres de latex magnetique a un taux de solide de 
10 5,1 % obtenue selon Fexemple 1 (al). Les particules de latex magnetiques 
fluorescentes obtenues presentent un diametre hydrodynamique moyen de I'ordre de 
259 nm. 

Exemple 5 : Autre exemple de preparation de particules de latex magnetiques 
15 fluorescentes. 

a) Preparation de nanospheres de latex magnetiques cationiques «3 
couches » par adsorption de polycations et polyanions : 

L'elaboration de ces nanospheres de latex magnetiques est realisee en trois etapes 
20 d'adsorption. Une premiere etape d'adsorption d'un polymere cationique : le PEI 
(polyethylenimine), suivie d'une etape d'adsorption d'un polymere anionique : 
l'AMVE (anhydride maleique co-methyl vinyl ether hydrolyse), puis la derniere 
couche est obtenue par une nouvelle etape d'adsorption de PEI. 

25 i) Obtention de la premiere couche : couche cationique. 

Dans un flacon en verre de 16 ml, on introduit 5 ml d'emulsion magnetique 
anionique (obtenu selon 1' exemple li) de FR 99 14 195) a un taux de solide de 
5%, soit 250 mg d'emulsion magnetique d'environ 200 nm de diametre. 
On ajoute 5 ml d'eau milli-Q et, apres homogeneisation, le melange est lave par 
30 separation magnetique, elimination du surnageant et reprise des nanospheres 

magnetiques dans 10 ml d'eau milli-Q. Apres redispersion totale, 1' emulsion est a 
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nouveau lavee par separation magnetique, elimination du surnageant et reprise des 
nanospheres magnetiques dans 5 ml d'eau milli-Q. 

Ces 5 ml d'emulsion magnetique lavee sont ajoutes rapidement, a l'aide d'une 
pipette de 5 ml, dans un flacon contenant 10 ml d'une solution aqueuse de PEI a 
5 50 g/I. Apres 15 minutes d'incubation sur un agitateur rotatif (roller), les 

particules magnetiques sont lavees par separation magnetique, elimination du 
surnageant et reprise des nanospheres magnetiques dans 5 ml d'eau milli-Q. Apres 
redispersion totale, 1 ml d'une solution aqueuse de PEI a 10 g/1 sont ajoutes a la 
solution de nanospheres magnetiques. Apres homogeneisation, l'ernulsion est a 
10 nouveau lavee par separation magnetique, elimination du surnageant et reprise des 

nanospheres magnetiques dans 5 ml d'eau milli-Q. 



ii) Obtention de la deuxieme couche : couche anionique. 

Dans un reacteur de polymerisation magnetique, on introduit 20 ml de tampon 
15 acetate 50 mM a pH 5,8, 15 ml d'une solution d'AMVE a 11 g/1 en tampon 

acetate 50 mM a pH 5,8 et 100 pi d'une solution de NaCl a 5M. Le melange est 
homogeneise pendant 5 minutes a une agitation de 250 rpm, puis la vitesse 
d'agitation est augmentee jusqu'a 520 rpm . 

Dans une ampoule en verre de 50 ml, equipee d'un robinet reglable et fixee sur le 
20 couvercle du reacteur de polymerisation, on ajoute les 5 ml de la dispersion de 

nanospheres magnetiques cationiques obtenue a l'etape (i) et 35 ml de tampon 
acetate 50 mM a pH 5,8. 

La dispersion de nanospheres magnetiques ainsi diluee au 1/8 C est ajoutee au 
goutte a goutte sur le melange reactionnel contenu dans le reacteur (eau milli-Q, 

25 AMVE, NaCl), sous une agitation constante de 520 rpm. II faut un minimum de 

30 minutes pour que la totalite des nanospheres magnetiques soit ajoute au 
melange reactionnel. Apres ces 30 minutes, la vitesse d'agitation est diminuee a 
300 rpm. Au bout d'un temps total de 45 minutes (30 minutes a 520 rpm puis 15 
minutes a 300 rpm) les nanospheres magnetiques sont recuperees est lavees par 

30 separation magnetique, elimination du surnageant et reprise des nanospheres 

magnetiques dans 10 ml d'eau milli-Q. 
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Ces nanospheres, redevenues anioniques, sont dispersees par ultrason pendant 10 
minutes et filtrees sur voile de nylon. 

iii) Obtention de la troisieme couche : couche cationique. 

5 5 ml d 'emulsion magnetique anioniques « 2 couches » obtenue a l'etape ii) sont 

laves et ajoutes rapidement, a l'aide d'une pipette de 5 ml, dans un flacon de 30 
ml contenant 10 ml d'une solution aqueuse de PEI a 10 g/1. Apres 15 minutes 
d'incubation sur un agitateur rotatif (roller), les particuies magnetiques sont lavees 
par separation magnetique, elimination du sumageant et reprise des nanospheres 

0 magnetiques dans 10 ml d'eau milli-Q. Apres redispersioU to tale, les nanospheres 

magnetiques, redevenues cationiques, sont dispersees par ultrason pendant 10 
minutes, puis sont filtrees sur voile de nylon. Le diametre hydrodynamique moyen 
des nanospheres magnetiques obtenues est de l'ordre de 540 run. 



5 b) Obtention de particuies magnetiques « 3 couches » fluorescentes : 

De telles particuies sont obtenues par deux techniques de greffage de nanopheres 
fluorescentes possedant a leur surface des fonctions carboxyliques (-COOH) ou des 
fonctions aldehydes (-CHO). 



i) Greffage chimique de nanospheres fluorescentes carboxyliques : 

On utilise des nanospheres fluorescentes a base de polystyrene et presentant des 
fonctions -COOH. 2 mg de nanospheres magnetiques « 3 couches » cationiques (a 
fonction amine), obtenues a l'etape (a-iii) et possedant un taux de solide de 1,51% 
(soit 132 pi), sont mises en presence de 607 pi de tampon borate 100 mM pH 9,3, 
de 25 pi de Triton X405 a 1%, de 10 pi de CDI/DMSO (10 pl/ml), de 26 pi de 
NHS/DMSO (500 mg/ml) et de 200 pi de nanospheres fluorescentes (-COOH) a 1 
% (Prolabo Estapor F-xc R97-06, 18 nm, Yellow-Green). L'ensemble est incube 
pendant 3heures a 37°C et sous une agitation de 900 rpm. Puis les nanospheres 
magnetiques sont lavees trois fois par separation magnetique, elimination du 
surnageant et reprise des nanospheres magnetiques dans 1 ml de Triton X405 a 
0,2%. Le diametre hydrodynamique moyen des particuies obtenues est de l'ordre 
de 628,8 nm. 
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ii) Greffage chimique de nanospheres fluorescentes aldehydes : 

On utilise des nanospheres fluorescentes a base de polystyrenes est presentant des 
fonctions -CHO. 2 mg de nanospheres magnetiques «3 couches » cationiques, 
obtenues a l'etape (a-iii) et possedant un taux de solide de 1,51% (soit 132 ul), 
5 sont mises en presence de 668 ul de tampon borate 100 mM pH 9,3 et de 200 ul 

de nanospheres fluorescentes (-CHO) a 1 % (Molecular Probes 20 run, 505/515 
Yellow-Green). L'ensemble est incube pendant lheure a 37°C et sous une 
agitation de 900 rpm. Apres 1 heure d'incubation, on ajoute 50 u.1 de NaBH 4 1M 
et l'ensemble est incube pendant lheure a 37°C et 900 rpm. Puis, les nanospheres 
10 magnetiques sont lavees trois fois par separation magnetique, elimination du 

sumageant et reprise des nanospheres magnetiques dans 1 ml de Triton X405 a 
0,2%. Le diametre hydrodynamique moyen des particules obtenues est de 1'ordre 
de 413,8 ran. 



Exemple 6 : Effet du greffage fluorescent sur les proprietes magnetiques des 
latex magnetiques. 

Un test de vitesse de separation magnetique est realise afin de comparer les 
consequences du greffage de nanoparticules fluorescentes sur la vitesse de separation 
des nanospheres de latex magnetiques.Pour cela, une cuve jetable en polypropylene 
de 4 ml est remplie avec 2 ml de solution de particules magnetiques a 25 ug/ml, et 
est placee dans un spectrophotometre. Un aimant plat est dispose sous la cuve. Une 
mesure cinetique de la densite optique est realisee a 500 ran pendant 20 minutes. Le 
Tableau 2 presente les resultats obtenus. 
Tableau 2 
Vitesse moyenne 

(en Abs/min.) Sur 1 min. Sur 2 min. 

Nanospheres exemple 1 (al) 0,267 0,184 
Nanospheres exemple 1 (a2) 0,422 0,287 
Particules magnetiques 0,322 0,205 

fluorescentes exemple 2 a 

Particules magnetiques 0,294 0,207 

fluorescentes exemple 2b 
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Comrae presentees aux fig. 1 et 2 qui montrent Involution de TABS en 
fonction du temps t mesure a 500 run avec un spectrophotometre UV-mc2 de Safas 
Monaco, les mesures cinetiques effectives ne montrent pas de differences 
5 significatives dans la vitesse de separation magnetique avant (exemples 1 (al) et 1 
(a2)) et apres greffage de nanoparticules fluorescentes (exemples 2b et 2a). 

Le protocole de greffage, tel que decrit dans les exemple 1 a 4 n'a pas 
d'influence notable sur les proprietes magnetiques des particules ainsi modifiees. 

10 Exemple 7 : Resultat de photoextinction 

Une etude visant a comparer la visibilite et la resistance a la 
photoextinction de particules magnetiques fluorescentes selon P invention et de 
particules de Part anterieur a ete realise. 

Des tests ont done ete realises d'une part avec les particules selon l'exemple 
15 4 et d' autre part avec des nanospheres magnetiques immunicon commercialisees 
sous la reference « Streptravidin ferrofluid F-3106» rendues fluorescentes par un 
greffage en surface de biotine FITC (Molecular Probes Fluorescein biotin B-1370), 
referencee 7. Dans les meraes conditions d' illumination, la decroissance de la 
fluorescence pour ces differentes particules a ete mesuree. 
20 Protocole de mesure 

Une goutte de 4ul de suspension de particules magnetiques et fluorescentes 
en tampon TE Triton 0,1 M NaCl est placee entre une lamelle en Si /Si0 2 et lamelle 
couvre-objet en verre, espaces de 0,27mm. Les particules sont ensuite confinees en 
un culot par un aimant « pyramide ». Enfin la decroissance de fluorescence est 
25 mesuree directement par un photometre ANR1TSU place a la place d'un des 
oculaires du microscope. Le culot est eclaire en continu et la premiere mesure est 
prise des le debut de P illumination. 
Resultats 

Les resultats obtenus sous eclairage continu (avec un microscope ZEISS, objectif 
30 10X, lampe HBO vapeur de mercure, photometre Anritsu a Poculaire) sont presentes 
a la fig.3 qui donne Pevolution de la luminosite relative (lr) en fonction du temps (t 
en min) pour les particules 4 selon P invention et les particules 7 de Part anterieur. 



WO 2004/001414 PCT/FR2003/001884 

27 

On constate que la decroissance de la luminosite des particules Immunicon greffees 
avec de la biotine FITC est tres rapide des les premieres minutes d' illumination. La 
luminosite, au-dessus du fond, n'est plus que de 30% de la luminosite imtiale au bout 
de 5 minutes. Elle continue ensuite a decroitre plus lentement et n'est plus que de 
5 10% au bout de 15 minutes. En comparaison la luminosite des particules selon 
T invention decroit regulierement mais beaucoup plus lentement. Elle est de S8% de 
la valeur initiale au bout de 5 minutes, et elle est encore de plus de 55% apres une 
heure d'eclairage permanent. 

La photoextinction est due a une destruction irreversible des molecules de 

10 fluorophore soumises a des conditions d'eclairage intense. Cette destruction est tres 
dependante de Lenvironnement chimique des fluorophores et du temps. En 
particulier iorsque ceux-ci sont greffes sur une molecule biologique ou sur une 
surface, cette destruction ne se ramene pas a une simple constante de dissociation. 
De plus dans les conditions experimentales, il existe dans le champ d' illumination et 

1 5 de mesure, des molecules (ou des particules) de fluorophore libres en solution. Ces 
molecules contribuent pour une part au bruit de fond de fluorescence ; par diffusion 
laterale, les molecules detruites dans cette zone peuvent etre remplacees par des 
molecules neuves, diminuant ainsi le taux de decroissance. Dans le cas des particules 
selon 1' invention, les fluorophores ou molecules fluorescentes sont protegees de 

20 l'environnement agressif. 



Exemple 8 : 

Soit 2mg (54 pi) de nanospheres magnetiques obtenues a l'exemple 1 (al) de taux de 
solide (4,74%) dans une solution tampon Borate lOOmM pH 9,3 contenant 746ul de 

25 nanolatex fluorescent (CHO) a 2% (Latex Aldehyde-suifate Molecular Probes (0,02 
pm) (505/515) Yellow-Green.). La dispersion est incubee pendant lheure a 37°C et 
900 rpm. Les particules magnetiques fluorescentes obtenues sont lavees puis 
redispersees dans le meme tampon borate. A cette dispersion est ajoute 20 pi d'ODN 
(dT25) a une concentration de 673 nmoles/ml et la dispersion est incubee pendant 

30 lheure a 37°C et 900rpm avant d'ajouter 50pl de NaBHU 1M dans l'eau. La 
dispersion fluorescente magnetique est lavee 3 fois avec l'eau milli-Q avant d'etre 
reprises dans 1ml d'eau milli-Q contenant le tensioactif Triton X-405 a 0,2%. 
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Le greffage de l'ODN de capture et done la formation d'un conjugue conforme a 
l'mvention a ete valide par un test ELOSA (de I'anglais "Enzyme-Linked 
OligoSorbent Assay », on pourra notamment se referer a « Preparation of Conjugates 
between Oligonucleotides and N-Vinylpyrrolidone/N-Acryloxysuccinimide 
5 Copolymers and Applications in Nucleic Acid Assays to Improve Sensitivity » Erout 
M.N., Troesch A., Pichot C. and Cros Ph. Bioconjugate Chemistry, 1996, 7(5) 568- 
575 et « Amino-containing cationic Latex-Oligodeoxyribonucleotide Conjugates : 
Application to Diagnostic test Sensitivity Enhancement » Th. Delair, F. Meunier, A. 
Elaissari, M. H. Charles, C. Pichot. Colloid and Sufaces A., 1999, 153, 341-353). La 
10 cible est composee d'une partie dA et d'une sequence HIV. La revelation est realisee 
en utilisant un oligonucleotide specifique a la sequence HIV et portant l'HRP 
(« Horse Radish Peroxydase ») a son extremite. 

Apres incubation, une analyse colorimetrique est realisee. La densite optique 
(DO) de la coloration, proportionnelle a la quantite d'enzyme, et done a la quantite de 
15 cibles hybridees, est mesuree a 492 nanometres. On obtient pour le conjugue selon 
I'invention (particules magnetiques fluorescentes -CHO + dT25) une DO de 0,422 et 
pour le temoin negatif, une DO de 0,039. 

Ce test met done en evidence I'adsorption et/ou le couplage des oligonucleotides sur 
les particules magnetiques et fluorescentes de I'invention. 

20 

Exemple 9 : 

I) Synthese de particules magnetiques fluorescentes 

25 1) Conversion de nanospheres magnetiques anioniques en nanospheres magnetiques 
cationiques 

2,5 ml d'eau milli-Q sont ajoutes a 0,83 ml d'emulsion magnetique (Reference AC7, 
diametre de l'ordre de 285 run, taux de solide de 18% ; fournie par la societe 
30 Ademtech). Apres homogeneisation, le surnageant est elimine par separation 
magnetique. Les gouttelettes d'emulsion magnetique sont reprises dans 5 ml d'eau 
milli-Q. Apres homogeneisation puis separation magnetique, 2,5 ml d'eau milli-Q 
sont ajoutes. Apres redispersion, ces 2,5 ml d'emulsion magnetique lavee sont ajoutes 
a 5 ml de solution aqueuse de PEI a 50 g/1. Apres 15 minutes d'agitation sur un 
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agitateur rotatif, les gouttelettes d'emulsion magnetique sont lavees par separation 
magnetique, elimination du surnageant puis ajout de 2,5 ml d'eau milli-Q. 0,5 ml 
d'une solution aqueuse de PEI a 10 g/1 est ensuite ajoute a l'emulsion magnetique. 
Apres homogeneisation puis separation magnetique, les gouttelettes d'emulsion 
5 magnetique sont lavees trois fois par 5 ml d'eau milli-Q. Finalement, les nanospheres 
magnetiques sont reprises dans 2,5 ml d'eau milli-Q. 

2) Heterocoagulation 

10 

0,73 ml de particules filmogenes dont le diametre est de l'ordre de 47 nm (foumies 
par Rhodia, latex RHODOPAS ULTRAFINE PR 3500), 0,44 ml de particules 
fluorescentes (-COOH) (Molecular Probes F8787 « Fluospheres carboxylate 
modified microspheres » 0,02 p.m Yellow Green Fluorescent (505/5 15) a 2 % de taux 

15 de solide), dont le diametre est de l'ordre de 24 nm, ainsi que NaCl a 10 3 M (tel que 
le volume total soit de 20 ml) sont places dans un reacteur en verre a double 
enveloppe de 100 ml. Le pH est au prealable ajuste a 7 avec HC1 1M. Les 2,5 ml 
d'emulsion de nanospheres magnetiques lavees obtenues dans l'etape precedente sont 
ajoutes a 15 ml de NaCl a 10 3 M et pH = 7, places dans un pousse-seringue et 

20 additionnes au melange particules filmo genes/parti cules fluorescentes, NaCl. La 
vitesse d'addition est d'environ 20 ml/h. Tout au long de la reaction, la temperature 
est maintenue a environ 2°C. La vitesse d'agitation est de 380 tours/min. Le reacteur 
est recouvert d'une feuiile d'aluminium afm d'eviter toute perte de fluorescence. 

25 3) Filmification 

Avant de declencher la filmification des nanoparticules filmogenes, il est necessaire 
d'eliminer l'exces de nanoparticules puis de redisperser les heterocoagulats dans une 
solution d'un copolymere amphiphile, le Coatex M883 (fourni par la societe Coatex). 
30 Les heterocoagulats sont separes du surnageant puis redisperses dans une solution de 
Coatex MS83 (0,8 g/1 de tampon borate a 10 mM). En pratique, un volume V 
d'emulsion magnetique est melange a un volume 2V de solution de Coatex. Apres 
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separation magnetique, les heterocoagulats magnetiques sont redisperses dans un 
volume 2V de la solution de Coatex. Le diametre hydrodynamique moyen des 
particules composites obtenues est de l'ordre de 306 nm. Elles sont enfin placees 
dans le reacteur prechauffe a 50°C. L'ensemble est chauffe durant 20h a 50°C sous 
5 une agitation de 1 50 tours/min. Le diametre hydrodynamique moyen des particules 
filmifiees obtenues est de l'ordre de 291 nm et le taux de solide final de 1 'emulsion 
de 0,53 %. 



10 II) Evaluation des performances biologiques des particules obtenues : test 

ELOSA 

• II faut tout d'abord synthetiser les conjugues particules magnetiques-ODN. Cette 
etape de fonctionnalisation a ete realisee sur les particules magnetiques fluorescentes 
15 filmifiees obtenues precedemment, brutes ou lavees, en utilisant differents tampons. 

1) Preparation des conjugues particules magnetiques-ODN 

1 mg de particules sont aimantes (echantillon brut : Taux de solide = 0,53 % done 
190 pi ; echantillon lave en tampon borate 1 mM : Taux de solide = 0,184 % done 
20 540 pi engages). Les particules sont reprises dans 50 pi : 

- echantillons bruts : de tampon phosphate 1 0 mM a pH = 6,8 

de tampon phosphate 10 mM a pH = 6,8 et de Tween 20 a 
0,01% 

- echantillons laves trois fois en tampon borate 1 mM : de tampon borate 1 mM a pH 

25 =9,1 

30 pi d'EDC (l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) a 10 mg/ml du 
tampon approprie sont ajoutes au melange precedent, puis la solution est completee a 
100 pi. 30 pg de streptavidine (6 pi a 5 mg/ml du tampon approprie) sont ajoutes au 
30 melange precedent (streptavidine dans tampon phosphate 10 mM seul pour les 2 
essais en tampon phosphate, dans tampon borate 1 mM poux l'essai en tampon 
borate). Une premiere incubation de lh a 37°C et 1000 tours/min est realisee. Puis 
100 pi de tampon de blocage (PBS (solution tampon phosphate)/ ethanolamine 



WO 2004/001414 PCT/FR2003/001884 

31 

40 raM / triton X100 a 0,05% / BSA (serum d'albumine bovin) a 0,1%) sont ajoutes. 
Une nouvelle incubation de 30 min a 37°C et 1000 tours/min est realisee. Le melange 
est ensuite place sous aimantation et, apres separation magnetique, repris en tampon 
PBS / Tween 20 a 0,1% / BSA a 0,1% (2 fois 100 pi). Finalement, les particules sont 
5 reprises dans 100 pi de ce meme tampon. Le taux de solide est alors de l'ordre de 
1%. 

2. 10 15 copies d'oligonucleotide biotinyle (10 pi de dT25 6627) sont ajoutes. Puis une 
incubation de 30 min a 37°C et 1000 tours/min est realisee. Apres aimantation, les 
particules sont reprises en tampon PEG (2 fois 100 pi) et placees sous incubation 
10 durant 15 min a 37°C et 1000 tours/min. 



2) Test ELOSA 

2 pi de conjugues al% (soit 20 pg de particules) sont dilues dans 50 pi de tampon 
15 PEG. Puis 101 1 copies de C-det HIV dA (6384, ODN cible) (2,8 pi a 1/1000) et 5. 
10 11 copies de det HIV (6359B, ODN de detection) (1,5 pi a 1/100) sont ajoutes au 
melange precedent. Apres une incubation de 30 min a 37°C et 1000 tours/min, les 
particules sont placees sous aimantation puis reprises en tampon PEG (3 fois 50 pi). 
50 pi d'OPD a 2 mg/ml dans l'eau oxygenee (bioMerieux, reference 07645A) sont 
20 ajoutes au melange. Apres trois minutes, la reaction de coloration est bloquee par 
addition de 50 pi de H 2 S0 4 a IN. La lecture de densite optique a 492 nm de 100 pi 
du surnageant obtenu apres aimantation permet d'estimer l'efficacite de capture de la 
cible, par comparaison avec un test "blanc" qui ne contient pas l'ODN cible. Les 
meilleurs resultats sont obtenus pour les essais de greffage de la streptavidine 
25 conduits en tampon borate sur des echantillons laves au prealable en tampon borate. 



Tampons 


Densite optique 
du test "blanc" 


Densite optique 
en presence de la cible 


Phosphate 


0,01 


2,37 ± 0,07 


Phosphate / Tween 


0,01 


2,74 ±0,33 


Borate 


0,03 


3,46 ±0,03 
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REVINDICATIONS 

1 - Particules presentant un diametre moyen compris entre 50 et 1000 nm, de 
preference entre 100 et 500 nm, comprenant une nanosphere organique et/ou 
inorganique dans laquelle des nanoparticules inorganiques magnetisables sont 

5 distributes de maniere homogene, caracterisees en ce que des nanoparticules 
fluorescentes, comprenant une matrice polymere dans laquelle des molecules ou des 
cristaux fluorescents sont repartis, sont immobilisees en surface de la nanosphere. 

2 - Particules selon la revendication 1 , caracterisees en ce que les nanoparticules 
fluorescentes ont un diametre moyen compris entre 5 et 50 nm. 

10 3 - Particules selon la revendication I ou 2 caracterisees en ce que la matrice 

polymere des nanoparticules fluorescentes est en un polymere hydrophobe choisi 
parmi les homopolymeres de monomeres vinylaromatiques insolubles dans l'eau, tels 
que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, ainsi que 
les copolymeres de ces monomeres entre eux et/ou avec d'autres comonomeres, tels 

15 que les acrylates d'alkyle et les methacrylates d'alkyle dans lesquels le groupement 
alkyle comprend de 3 a 10 atomes de carbone, les esters d'acides ethyleniques 
possedant 4 ou 5 atomes de carbone et d'alkyle possedant 1 a 8 atomes de carbone, 
les acides methacryliques, les derives styreniques. 

4 - Particules selon Fune des revendications 1 a 3 caracterisees en ce que les 

20 molecules fluorescentes sont choisis parmi : la fluoresceine eventuellement 
substitute, les derives de la fluoresceine, par exemple, la fluoresceine isothiocyanate, 
la 5-carboxy fluoresceine, la 2\7'-difluorofiuoresceine, la bromomethyle- 
fluoresceine, ou encore la rhodamine, les derives de la rfiodamine, le succinimidyl de 
l'acide carboxylique de la trifluoroacetamide, le 3-acide carboxylique de 

25 diethylaminocoumarine, l'acide acetique de rhydroxy-methylcoumarine, le 
methacrylate de methyl d'antracenyl, le 3,8-dimethacryloyl de bromure d'ethidiume, 
le dimethacrylate de la fluoresceine, le methacryloxyethyl thiocarbamoyl de la 
rhodamine B, l'acrylate ou le methacrylate de 2'-naphthyl, les derives du pyrenes, 
corrune le 1-pyrenylmethyl methacrylate, le thodol et ses derives. 

30 5 - Particules selon 1'une des revendications 1 a 4 caracterisees en ce qu'au moins 

six nanoparticules fluorescentes sont immobilisees en surface de la nanosphere et 
recouvrent, de preference, jusqu'a au moins 54 % de la surface de la nanosphere. 
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6 - Particules selon l'une des revendications 1 a 5 caracterisees en ce que la 
nanosphere comprend : 

un cceur essentiellement liquide constitue d'une phase 
organique dans laquelle les nanoparticules magnetisables sont 
5 distribuees et stabilisees, 

une enveloppe entourant le cceur liquide, ladite enveloppe 
comprenant au moins un polymere hydrophile obtenu par 
polymerisation d'au moins un monomere hydrosoluble. 

7 - Particules selon la revendication 6 caracterisees en ce que les nanopai-ticules 
0 inorganiques magnetisables sont stabilisees par des polymeres, des agents ioniques, 

des agents tensioactifs, des acides gras ou des derives d'acides gras, seuls ou 
melanges. 

8 - Particules selon la revendication 7 caracterisees en ce que les nanoparticules 
inorganiques magnetisables sont stabilisees par du dodecylsulfate de sodium ou bien 

5 par un melange dodecylsulfate de sodium, acide oleique. 

9 - Particules selon l'une des revendications 1 a 5 caracterisees en ce que la 
nanosphere comprend une matrice en un polymere hydrophobe dans laquelle les 
nanoparticules inorganiques magnetisables sont distribuees. 

10 - Particules selon la revendication 9 caracterisees en ce que le polymere 
10 hydrophobe de la nanosphere est choisi parmi les homopolymeres de monomeres 

vinylaromatiques insolubles dans l'eau, tels que styrene, methylstyrene, ethylstyrene, 
tertio-butyl-styrene, vinyltoluene, ainsi que les copolymeres de ces monomeres entre 
eux et/ou avec d'autres comonomeres, tels que les acrylates d'alkyle et les 
methacrylates d'alkyle dans lesquels le groupement alkyle comprend de 3 a 10 
15 atomes de carbone, les esters d'acides ethyleniques possedant 4 ou 5 atomes de 
carbone et d'alkyle possedant 1 a 8 atomes de carbone, les acides methacryliques, les 
derives styreniques. 

11 - Particules selon la revendication 9 ou 10 caracterisees en ce que la matrice en 
polymere hydrophobe est entouree d'une enveloppe a base d'un polymere hydrophile 

50 obtenu par polymerisation d'au moins un monomere hydrosoluble. 

12 - Particules selon l'une des revendications 9 a 11 caracterisees en ce que la 
matrice en polymere hydrophobe de la nanosphere est entouree par un copolymere 
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amphiphile comportant une partie hydrophile et une partie hydrophobe au moins 
partiellement immobilisee dans ou sur le polymere hydrophobe. 

13 - Particules selon la revendication 12 caracterisees en ce que la partie 
hydrophobe du polymere amphiphile est choisie parmi les polystyrenes, les 

5 polyalkyles tels que le polyethylene, les chaines d'acides gras. 

14 - Particules selon la revendication 12 ou 13 caracterisees en ce que la partie 
hydrophile du copolymere est choisie parmi les polyacides acryliques, les 
polysulfates, les polyamines, les polyamides, les polysaccharides, les 
polycaprolactones et les polylactides. 

10 15 - Particules selon l'une des revendications 12 a 14 caracterisees en ce que le 

copolymere amphiphile est choisi parmi les polymeres en bloc, les polymeres 
ramifies, les polymeres en peigne. 

16 - Particules selon la revendication 9 ou 10 caracterisees en ce que la matrice en 
polymere hydrophobe est entouree d'une enveloppe a base de trois couches de 

15 polymeres compatibles. 

17 - Particules selon la revendication 16 caracterisees en ce que l'enveloppe 
comporte une premiere couche de polymere cationique, une deuxieme couche de 
polymere anionique et une troisieme couche de polymere cationique. 

18 - Particules selon l'une des revendications precedentes caracterisees en ce que 
20 les nanoparticules inorganiques magnetisables sont a base d'oxydes de fer, 

magnetite, hematite, ferrites telles que les ferrites de manganese, nickel manganese- 
zinc, ou bien les alliages de cobalt ou de nickel. 

19 - Particules selon l'une des revendications precedentes caracterisees en ce 
qu'elles presentent en surface des nanoparticules fluorescentes des groupements 

25 fonctionnels reactifs tels que des groupements carboxylique, amine, thiol, aldehyde, 
hydroxyl, tosyl, hydrazine, epbxyde, anhydride ou un recepteur susceptibles de reagir 
avec au moins un ligand. 

20 - Particules selon les revendications precedentes, caracterisees en ce qu'elles 
comprennent egalement des nanoparticules filmogenes immobilisees en surface de la 

30 nanosphere. 

21 - Particules obtenues a partir des particules selon la revendication 20, par 
filmification des nanoparticules filmogenes. 
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22 - Particules selon la revendication 20 ou 21, caracterisees en ce qu'elles 
presentent en surface des groupements fonctionnels reactifs tels que des groupements 
carboxylique, amine, thiol, aldehyde, hydroxyl, tosyl, hydrazine, epoxyde, anhydride 
ou un recepteur susceptibles de reagir avec au moins un ligand. 
5 23 - Suspension colloi'dale de particules selon les revendications precedentes en 

phase aqueuse. 

24 - Suspension de particules selon la revendication 23 caracterisee en ce qu'elle 
est isodisperse. 

25 - Conjugue constitue d'une particule selon la revendication 19 ou 22 sur 
10 laquelle au moins un ligand choisi paiTni un anticorps, un fragment d'anticorps, une 

proteine, un polypeptide, une enzyme, un polynucleotide, un fragment d'acide 
nucleique, un haptene et la biotine est immobilise, en particulier chimiquement greffe 
par reaction avec Tun des groupements fonctionnels reactifs presents en surface des 
nanoparticules fluorescentes. 
15 26 - Reactif pour diagnostic comprenant au moins un conjugue selon la 

revendication 25. 

27 - Composition diagnostique comprenant un reactif selon la revendication 26. 

28 - Conjugue constitue d'une particule selon la revendication 19 ou 22, sur 
laquelle au morns un ligand choisi parmi les molecules cages, les agents chelatants et 

20 les catalyseurs est immobilise, en particulier chimiquement greffe par reaction avec 
Fun des groupements fonctionnels reactifs presents en surface des nanoparticules 
fluorescentes. 

29 - Conjugue d'une particule selon la revendication 19 ou 22, sur laquelle au 
moins un ligand choisi parmi les substances medicamenteuses, les sondes anti-sens, 

25 les agents reparateurs de genes, les agents bloquant ou inhibant une activite 
proteique, est immobilise, en particulier chimiquement greffe par reaction avec l'un 
des groupements fonctionnels reactifs presents en surface des nanoparticules 
fluorescentes. 

30 - Composition therapeutique ou prophylactique comprenant un conjugue selon 
30 la revendication 29. 
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